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บทคัดย่อ 
 ไลติกเฟจสามารถเป็นทางเลอืกในการยบัยัง้ไบโอฟิล์มของ Pseudomonas aeruginosa ไบโอฟิล์มเป็นสารพอลเิมอร์
นอกเซลล์ของแบคทีเรียที่มีบทบาทส าคญัต่อการดือ้ยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย งานวิจัยนีม้ีวตัถุประสงค์เพื่อแยกไลติกเฟจ            
จากตวัอย่างน า้และดินที่เก็บจากมหาวิทยาลยัแม่ฟ้าหลวง และเพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของ             
P. aeruginosa TISTR1287 จากการคดัแยกไลติกเฟจด้วยวิธีเพิ่มปริมาณ และแยกไลติกเฟจบริสทุธ์ิ สามารถแยกไลติกเฟจ 
จ านวน 4 ไอโซเลต คือ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงต่อโฮสต์ต่อ             
P. aeruginosa จ านวนสี่สายพนัธุ์  พบว่า เฟจทัง้สี่ไอโซเลตมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ P. aeruginosa TISTR1287 โดยเส้น           
ผ่านศูนย์กลางของวงใสที่ได้จากเฟจไอโซเลต PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 คือ 0.80±0.15 มม., 
0.77±0.18 มม., 0.98±0.13 มม. และ 3.90±0.44 มม. ตามล าดบั และจากการทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้ไบโอฟิล์ม             
ของเฟจ พบว่า เมื่อบ่มเฟจร่วมกับ P. aeruginosa TISTR1287 เป็นเวลา 8 ชั่วโมงและ 24 ชั่วโมง ปริมาณไบโอฟิล์มลดลง
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.00)   
 

ค าส าคัญ  :  ซูโดโมแนส ; แอรูจิโนซา ; ไบโอฟิล์ม ; ปฏิชีวนะ ; ไลติกเฟจ  
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Abstract 
 Lytic phages act as an alternative inhibitor against  Pseudomonas aeruginosa  biofilms. A biofilm, a matrix 
composed of bacterial extracellular polymeric substances, is vital in exacerbating the spread of antibiotic 
resistance. This research aimed to isolate lytic phages from water and soil samples collected from Mae Fah Luang 
University premises and investigate their anti- biofilm activity against P.  aeruginosa TISTR1287.  Phages were 
isolated using an enrichment protocol and a double overlay agar plaque assay.  Four lytic phage isolates were 
identified and named PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3, and PAMFUP4. Spot tests revealed that all four phages are 
specific for P.  aeruginosa TISTR1287.  The plaque diameters reached by phage isolates PAMFUP1, PAMFUP2, 
PAMFUP3, and PAMFUP4 were 0.80±0.15 mm, 0.77±0.18 mm, 0.98±0.13 mm, and 3.90±0.44 mm, respectively. 
Finally, crystal violet assays were performed to determine biofilm inhibition by four phages.  The results 
demonstrated that these four phages significantly reduced the biofilm formation at 8 hrs and 24 hrs post incubation 
(p<0.00).  
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บทน า   
แบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage) หรือ เฟจ (phage) เป็นไวรัสที่เข้าท าลายแบคทีเรีย เฟจสามารถด ารงชีวิตอยู่ใน

สิง่แวดล้อมที่หลากหลาย (Phumkhachorn & Rattanachaikunsopon, 2019) เฟจท าหน้าที่ควบคมุจ านวนแบคทีเรีย เนื่องจาก
มีคณุสมบตัิเข้าท าลายแบคทีเรีย เฟจบางชนิดอาจเข้าท าลายแบคทีเรียสายพนัธุ์ใดสายพนัธุ์หนึง่เทา่นัน้ เมื่อแบคทีเรียถกูบกุรุก 
(infect) เฟจจะเพิ่มจ านวนโดยอาศัยกลไกภายในเซลล์ของแบคทีเรียเพื่อสร้างโปรตีนและจ าลองสารพันธุกรรมของเฟจ 
(Phumkhachorn & Rattanachaikunsopon, 2019) และเฟจที่มีวงจรชีวิตแบบไลติก หรือไลติกเฟจสามารถท าลายเซลล์
แบคทีเรียเจ้าบ้านได้ เมื่อเฟจจ านวนมากต้องการออกจากเซลล์สามารถท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกจึงท าลายเซลล์แบคทีเรียได้ 
(Casto et al., 2016) ในปัจจุบันการน าไลติกเฟจมาใช้ ก าจัดแบคทีเรียจึงได้รับความสนใจ ทัง้ในด้านการควบคุมจ านวน
แบคทีเรียในด้านการเกษตรและปศุสัตว์ (Casto et al., 2016) การตรวจคุณภาพและการถนอมอาหาร (Shors, 2013) 
การแพทย์และอตุสาหกรรม (Phumkhachorn & Rattanachaikunsopon, 2019) เป็นต้น  

Pseudomonas aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแบบแท่ง สามารถเจริญได้ดีที่ ณ อณุหภมูิ 25-37 องศา
เซลเซียส เป็นแบคทีเรียที่พบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ (Cisek et al., 2017) P. aeruginosa ถกูจดัอยู่ในกลุม่แบคทีเรียก่อโรคทีด่ือ้
ต่อยาหลายขนาน (multidrug-resistant bacteria, MDR) ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ทดสอบในระดบัห้องปฏิบตัิการแล้วว่าดือ้ต่อยา
ปฏิชีวนะอย่างน้อยสามกลุม่ (Chegini et al. 2020; Sharma et al., 2021; Rattanachak et al., 2022) เป็นสาเหตสุ าคญัของ
การติดเชือ้เรือ้รังในคนและผู้ ป่วยต้องได้รับการรักษาเป็นเวลานาน (Adnan et al., 2020) ปัจจุบนัมีรายงานการพบแบคทีเรีย 
P. aeruginosa ในผู้ ป่วยหลายโรค เช่น โรคติดเชือ้แบคทีเรีย โรคปอดบวม โรคกระเพาะปัสสาวะอกัเสบ เป็นต้น (Rattanachak 
et al., 2022)  

ไบโอฟิล์ม (biofilm) เกิดจาก planktonic เซลล์ หรือเซลล์ที่ล่องลอยของแบคทีเรียเกาะบนพืน้ผิวและเร่ิมสร้าง 
extracellular polymeric substance (EPS) ซึ่งประกอบด้วย glycolipids, glycoproteins, polysaccharides, proteins, และ 
DNA (Ricker et al., 2018) แบคทีเรียที่อยู่ในไบโอฟิล์มสามารถเพิ่มจ านวนและแพร่กระจายออกจากไบโอฟิล์มเพื่อสร้าง             
ไบโอฟิล์มใหม่ได้ ถ้าหากแบคทีเรียดือ้ยาจากการสร้างไบโอฟิล์ม การก าจัดแบคทีเรียอาจจะต้องใช้ยาปฏิชีวนะสูง 100            
ถึง 1000 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับการก าจัดแบคทีเรียที่อยู่นอกไบโอฟิล์ม (Shors, 2013) สาเหตุส าคัญที่ท าให้แบคทีเรีย           
P. aeruginosa สามารถดือ้ยาปฏิชีวนะได้ เนื่องจากมีการสร้างไบโอฟิล์ม ท าให้ยาปฏิชีวนะไม่สามารถแทรกผ่านไบโอฟิล์ม           
เข้าไปท าลายแบคทีเรีย ได้ ดงันัน้ การท าลายชัน้ไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย หรือการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มในแบคทีเรีย จึงเป็น
แนวทางหนึ่งที่จะช่วยให้การรักษาโรคติดเชือ้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้ ช่วยลดการดือ้ยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย และเป็น
ทางเลือกใหมใ่นการก าจดัแบคทีเรียก่อโรคอย่างมีประสิทธิภาพ (Phee et al., 2013; Yuan et al. 2019; Rattanachak et al., 
2022) 

เฟจในธรรมชาติหาได้ง่ายดงันัน้การค้นหาเฟจที่สามารถท าลายแบคทีเรียดือ้ยาจึงใช้เวลาน้อยกว่าการคิดค้นยา
ปฏิชีวนะชนิดใหม ่เฟจเป็นทางเลอืกหนึง่ในการก าจดัแบคทีเรียอยา่งจ าเพาะเจาะจง (Lin et al., 2017) โดยเฉพาะในแบคทีเรีย
แกรมลบ และในกลุม่แบคทีเรียที่สร้างไบโอฟิล์ม ซึ่งเอือ้ให้เกิดการดือ้ยาและรักษาให้หายด้วยยาปฏิชีวนะยาก ข้อดีของการใช้
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เฟจบ าบัด (phage therapy) คือเฟจสามารถเข้าท าลายแบคทีเรียก่อโรคอย่างจ าเพาะเจาะจงโดยไม่ท าลายแบคทีเรียอื่น              
ที่ไม่ก่อโรค (Casto et al., 2016) และเฟจมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรียมากกว่ายาปฏิชีวนะซึ่งมักจะยับยัง้การเจริญของ
แบคทีเรียแบบวงกว้าง ดงันัน้ เฟจจึงสามารถก าจดัหรือท าลายแบคทีเรียที่เป็นสาเหตขุองโรคให้หมดไปแบบเจาะจง 

งานวิจัยมีวตัถุประสงค์เพื่อคดัแยกไลติกเฟจของ P. aeruginosa TISTR1287 และเพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการ
ยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa TISTR1287 โดยการคดัแยกไลติกเฟจจากแหลง่ธรรมชาติในพืน้ที่มหาวิทยาลยั
แมฟ้่าหลวง งานวิจยันีส้ามารถท าให้เกิดทางเลอืกใหมใ่นการก าจดัแบคทีเรียและไบโอฟิล์ม 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   

1. กำรคดัแยกไลติกเฟจดว้ยวิธีกำรเพ่ิมจ ำนวนเฟจ (Phage enrichment protocol)  
เก็บตวัอย่างดินและน า้ จากต าแหน่งพิกดัต่างๆ ในพืน้ที่มหาวิทยาลยัแม่ฟ้าหลวง จงัหวดัเชียงราย จ านวน 3 และ 1 

ตวัอย่าง ตามล าดบั (Table 1) และน ามาคดัแยกไลติกเฟจที่สามารถบุกรุก P. aeruginosa TISTR1287 ในห้องปฏิบตัิการ       
ด้วยวิธี phage enrichment protocol ซึ่งดัดแปลงจาก Padpai et al. (2017) ซึ่งประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน คือ การเตรียม
ตัวอย่างดิน การคัดแยกไลติกเฟจด้วยวิธีการเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียโฮสต์ และการทดสอบความสามารถในการบุกรุก
แบคทีเรียโฮสต์ ดงันี ้ 

การเตรียมตัวอย่างดิน น าดิน 50 กรัม มาผสมน า้กลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนัน้ป่ันแยกส่วนใสออกจาก                
ตะกอนดิน ที่ 9,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที 

การคดัแยกไลติกเฟจด้วยวิธีการเพิ่มจ านวนในแบคทีเรียโฮสต์ กรองสว่นใสของดินและน า้ด้วยแผ่นเยื่อกรอง (filter 
membrane) ที่มีขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว 10X Luria-Bertani (LB) ปริมาตร              
1 มิลลลิติร เติมแบคทีเรียข้ามคืนของ P. aeruginosa TISTR1287 ปริมาตร 100 ไมโครลติร น าสว่นผสมไปเลีย้งแบบเขยา่ด้วย
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง จากนัน้ป่ันเหวี่ยง ที่ 9,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 
10 นาที เพื่อแยกส่วนใสออกจากเซลล์แบคทีเรีย และกรองส่วนใสผ่านแผ่นเยื่อกรองที่มีขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บ
รักษาสว่นใส หรือ สารละลายไลติกเฟจ ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส (Padpai et al., 2017) ก่อนน าไปทดสอบความสามารถ
ในการบกุรุก P. aeruginosa TISTR1287 ด้วยวิธี spot test 

การทดสอบความสามารถในการบุกรุกแบคทีเรียโฮสต์  ด้วยวิธี spot test (Dong et al., 2018) โดยทดสอบกับ
แบคที เ รีย  P.  aeruginosa TISTR1287, P.  aeruginosa TISTR781, P.  aeruginosa DMST37186, และ P.  aeruginosa 
TISTR1101 โดยแต่ละไอโซเลตท าการทดสอบ 3 ครัง้ เตรียมแบคทีเรียข้ามคืนปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในอาหาร Luria-
Bertani soft agar (LB + วุ้น 0.8%) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัและเทส่วนผสมลงบนผิวของอาหารแข็ง ตัง้ทิง้ไว้ให้
อาหารแข็งตวั หยดสารละลายไลติกเฟจปริมาตร 1 ไมโครลิตร บนผิวอาหารที่ผสมกบัแบคทีเรีย น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง สงัเกตวงใส (plaque) ที่เกิดขึน้จากการบุกรุกของไลติกเฟจบนพืน้การเจริญของแบคทีเรีย 
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และทดสอบความสามารถของไลติกเฟจ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 ในการบุกรุก P. aeruginosa 
สายพนัธุ์ TISTR1287, TISTR 781, TISTR1101 และ DMST37186  

2. กำรแยกไลติกเฟจบริสทุธ์ิและเพ่ิมปริมำณไลติกเฟจ 
การแยกไลติกเฟจให้บริสทุธ์ิโดยเจือจางสารละลายไลติกเฟจด้วยสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) แบบ

ล าดบัสว่น 10 เทา่ (10 fold serial dilution) เพื่อให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับแยกวงใสเดี่ยว ซึง่เกิดจากการเข้าท าลาย
แบคทีเรียของเฟจ 1 อนภุาค (plaque forming unit, PFU) ด้วยวิธี double layer agar assay น าสารละลายไลติกเฟจในแตล่ะ
ความเข้มข้น 10 ไมโครลิตร ผสมกับแบคทีเรียข้ามคืนของ P. aeruginosa TISTR1287 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในอาหาร 

Luria-Bertani soft agar (LB + วุ้น 0.8%) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั และเทสว่นผสมลงบนผิวของอาหารแข็ง ตัง้ทิง้
ไว้ให้อาหารแข็งตัว น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง เพื่อให้เกิดวงใสบนพืน้การเจริญของ
แบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 (Padpai et al., 2017) และคัดแยกวงใสเดี่ยวเพื่อเพิ่มจ านวนเฟจให้ได้ไอโซเลตที่มี
ความบริสทุธ์ิ  

เลือกวงใสเดี่ยวแบบสุ่มมาเลีย้งในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ร่วมกับ P. aeruginosa TISTR1287 ที่บ่ม
ข้ามคืน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เป็นเวลา 16-20 ชัว่โมง ป่ันแยกสว่นใสที่ 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และกรองด้วย
แผน่เยื่อกรองที่มีขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บสว่นใสไว้ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส น าสว่นใสมาเจือจางด้วยสารละลาย 
PBS แบบล าดบัสว่น 10 เท่า เพื่อให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม น าสารละลายไลติกเฟจในแต่ละความเข้มข้น 10 ไมโครลิตร 
ผสมกับแบคทีเรียข้ามคืนของ P. aeruginosa TISTR1287 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในอาหาร LB + วุ้ น 0.8% ปริมาตร             
5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเทส่วนผสมลงบนผิวของอาหารแข็ง ตัง้ทิง้ไว้ให้อาหารแข็งตวั น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชัว่โมง เพื่อให้เกิดวงใสบนพืน้การเจริญของแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 ท าซ า้ขัน้ตอนนี ้
จ านวน 3 รอบ (Padpai et al., 2017; Sharma et al., 2021) 

การตกตะกอนไลติกเฟจ โดยน าส่วนใสที่กรองได้มาเติม Polyethylene glycol 8000 (PEG8000) 20% ใน 2.5 M 
NaCl ปริมาตร 2.5 เท่าของสว่นใสที่กรองได้ ผสมให้เข้ากนัและบ่มสารละลายในน า้แข็งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป่ัน
เหวี่ยงที่ 9,000 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อแยกตะกอนของไลติกเฟจ และละลายตะกอน
ของไลติกเฟจด้วยสารละลาย 1X Phosphate buffer saline (PBS) และเก็บรักษาไลติกเฟจในกลีเซอรอล 25% ท่ีอุณหภูมิ             
-20 องศาเซลเซียส (Sharma et al., 2021) น าสว่นใสจากรอบท่ี 3 มาตกตะกอนในขัน้ถดัไป 

นบัจ านวนเฟจโดยวิธี double overlay agar plaque assay โดยเจือจางสารละลายไลติกเฟจด้วยสารละลาย PBS 
แบบล าดับส่วน 10 เท่า น าตัวอย่างเฟจที่ระดับความเจือจางต่างๆ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่ในอาหาร LB + วุ้น 0.8% 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติม P. aeruginosa TISTR1287 ที่บ่มข้ามคืน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex 
mixer แล้วเทลงบนอาหารแข็ง รออาหารแข็งตวัแล้วน าไปบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบัจ านวนวงใส
ที่เกิดขึน้ และค านวณจ านวนเฟจในหนว่ย PFU น าเฟจปริมาณ 106 PFU ไปทดสอบประสทิธิภาพการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม 
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3. ศึกษำรูปร่ำงของไลติกเฟจภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (Transmission electron microscope  
      หรือ TEM) 

น าสารละลายไลติกเฟจที่เก็บรักษาในกลเีซอรอล 25% (ขัน้ตอนท่ี 2) มาย้อมสไีลติกเฟจแบบ negative staining โดย
ย้อมด้วย uranyl acetate ความเข้มข้น 2% (w/v) หยดลงบน carbon coated grid และท าให้แห้งโดยเก็บไว้ในตู้ดดูความชืน้
เป็นเวลา 3-5 วนั น าไปศึกษาภายใต้กล้อง TEM HITACHI รุ่น HT7700 ; 80 kV และวดัขนาดของไลติกเฟจด้วยโปรแกรม 
ImageJ v.1.46d 

4. ควำมสำมำรถในกำรยบัยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์ม (Anti-biofilm Activity) 
ทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม ดงันี ้เตรียมแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 ที่มีความ

เข้มข้นของแบคทีเรียจากการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 1 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสม           
ในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) ปริมาตร 5 มิลลิลติร น าแบคทีเรียไปเลีย้งในโพลิสไตรีนไมโครไทเทอร์เพลทหลมุละ 149 
ไมโครลิตร จากนัน้เติมเฟจ (ปริมาณ 106 PFU) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และกลุ่มควบคุม P. aeruginosa ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 8 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ล้างเซลล์แบคทีเรียออกด้วย 0.9% NaCl และ
ตรึงไบโอฟิล์มโดยการอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ย้อมไบโอฟิล์มด้วย 0.1% crystal violet เป็น
เวลา 10 นาที ล้างสีสว่นเกินด้วย 0.9% NaCl ตัง้ทิง้ไว้ให้แห้งที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติมสารละลาย 30% acetic 
acid เพื่อละลายสทีี่ติดอยูใ่นไบโอฟิล์มและน าสารละลายสทีี่ได้ไปตรวจวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 590 นาโนเมตร 
(Guo et al., 2019) ท าการทดสอบเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต จ านวน 3 ซ า้ (Three independent experiment) 

5. กำรตรวจสอบลักษณะของไบโอฟิล์มภำยใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด  (Scanning Electron 

Microscope หรือ SEM)  

จ าลองการสร้างไบโอฟิล์มบนกระจกปิดสไลด์แบบวงกลม ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 14 มิลลเิมตร โดยเลีย้งแบคทีเรีย 
P. aeruginosa TISTR1287 ร่วมกบัไลติกเฟจประมาณ 106 PFU เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ล้างเซลล์แบคทีเรียออก และ
ตรึงเซลล์ด้วยสารละลาย 4% Paraformaldehyde เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และน ากระจกปิดสไลด์แบบวงกลมมาแช่ใน
เอทิลแอลกอฮอล์ตามล าดบัความเข้มข้น ดงันี ้ร้อยละ 50, 70, 80, 90 ความเข้มข้นละ 10 นาที และเมื่อกระจกปิดสไลด์แบบ
วงกลมแห้ง จึงน าไปตรวจสอบลกัษณะของเซลล์และไบโอฟิล์มภายใต้กล้อง Field Emission Scanning Electron Microscope 
ESCAN รุ่น MIRA4 (Czech Republic) 

6. กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ (Statistic analysis) 

เปรียบเทียบความสามารถในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม โดยค านวณหาค่าเฉลี่ยของค่าการดดูกลืนแสง จากการ
ทดสอบ 3 ซ า้ เปรียบเทียบความสามารถในการยงัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของเฟจ ทัง้ 4 ไอโซเลต โดยทดสอบความแตกตา่งของ
คา่เฉลีย่การดดูกลนืแสงในแต่ละช่วงเวลาด้วยสถิติ ANOVA, F-test (SPSS v.20) และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลี่ย
ระหวา่งเฟจด้วยวิธี Tukey’s test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 (p=0.05) 
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ผลการวิจัย   
 กำรคดัแยกไลติกไลติกเฟจทีจ่ ำเพำะต่อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa TISTR1287 จำกตวัอย่ำงธรรมชำติ 
 เมื่อน าตวัอย่างจากดินและน า้ที่เก็บจากในพืน้ที่มหาวิทยาลยัแม่ฟ้าหลวง จงัหวดัเชียงราย มาคดัแยกไลติกเฟจโดย
เทคนิคการเพิ่มจ านวนเฟจในแบคทีเรียโฮสต์ P. aeruginosa TISTR1287 และทดสอบประสิทธิภาพในการบกุรุกและท าลาย 
P. aeruginosa จ านวน 4 สายพันธุ์  ได้แก่ สายพันธุ์  TISTR1287, TISTR 781, TISTR1101 และ DMST37186 ด้วยวิธี                  
spot test พบว่า เฟจทัง้ 4 ไอโซเลต มีความจ าเพาะเจาะจงค่อนข้างสูงต่อแบคทีเรีย P. aeruginosa โดยเฟจ PAMFUP1 
สามารถบุกรุก P. aeruginosa TISTR1287 และ TISTR1101 ในขณะที่ PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 สามารถ             
บกุรุกได้เฉพาะ TISTR1287 (Table 1) 
 

Table 1 Specificity of the phage was examined in four different P. aeruginosa strains: TISTR1287, TISTR781,  
             TISTR1101, DMST37186 
Phage isolate Sampling 

coordinates 
Source 
material 

Specificity tests 
TISTR1287 TISTR781 TISTR1101 DMST37186 

PAMFUP1 20°3'24" N., 99°54'55" E. water + - + - 
PAMFUP2 20°2'49" N., 99°53'27" E. soil + - - - 
PAMFUP3 20°2'51" N., 99°53'38" E. soil + - - - 
PAMFUP4 20°2'30" N., 99°53'26" E. soil + - - - 

Notes : (+), positive clear zone; (-), no clear zone. 
 

เมื่อน าสารละลายเฟจแตล่ะตวัอยา่งมาท าการเจือจางและตรวจสอบลกัษณะวงใสของไลติกเฟจด้วยเทคนิค double 
layer agar assay เพื่อศึกษาลกัษณะวงใสเดี่ยวๆ ของไลติกเฟจในสารละลายเฟจแต่ละตัวอย่าง พบว่า ไลติกเฟจแต่ละ
ตวัอย่างมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของวงใสแตกต่างกัน โดยวงใสของไลติกเฟจ PAMFUP4 มีขนาดใหญ่ที่สดุ รองลงมาคือ 
PAMFUP3, PAMFUP1, และ PAMFUP2 ตามล าดบั (Figure 1)   

 
Figure 1 The appearance clear zone of the four lytic phage isolates. 
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กำรศึกษำรูปร่ำงของไลติกเฟจภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่ำน (TEM)  
รูปร่างของไลติกเฟจ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4  ประกอบด้วยส่วนหัวสมมาตรแบบ

ลูกบาศก์ (icosahedral symmetric head) และส่วนหางที่สามารถยืดหดได้ (contractile tail) จัดอยู่ใน family Myoviridae 
(Figure 2) ไลติกเฟจทัง้สี่มีความยาวเฉลี่ยจากส่วนหวัถึงส่วนหาง 119.3 ± 9.7 ถึง 148.9 ± 9 นาโนเมตร (n=10) (Table 2)            
ไลติกเฟจ PAMFUP1 มีความยาวสงูสดุ และ ไลติกเฟจ PAMFUP4 มีความยาวน้อยที่สดุ 

 

Table 2 Comparisons of the morphology and clear zone diameters of the four lytic phage isolates.  
Phage isolate Total length 

(nm) 
Head length 

(nm) 
Head width 

(nm) 
Tail length 
(nm) 

Tail width 
(nm) 

clear zone  
diameters (mm) 

PAMFUP1 148.9 ± 9.0 77.0 ± 7.6 72.1 ± 5.6 64.3 ± 5.4 22.7 ± 2.7 0.80 ± 0.15 
PAMFUP2 130.5 ± 7.3 61.2 ± 2.1 57.0 ± 3.7 58.4 ± 5.7 18.0 ± 2.0 0.77 ± 0.18 
PAMFUP3 125.6 ± 5.2 58.9 ± 4.2 55.5 ± 4.6 62.3 ± 4.0 21.0 ± 2.1 0.98 ± 0.13 
PAMFUP4 119.3 ± 9.7 62.6 ± 4.8 61.0 ± 5.7 53.0 ± 7.3 19.8 ± 2.8 3.90 ± 0.44 

 
ควำมสำมำรถในกำรยงัยัง้กำรสร้ำงไบโอฟิล์ม 

 เมื่อน าไลติกเฟจ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 มาศึกษาความสามารถในการยับยัง้การ
สร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 โดยเลีย้งแบคทีเรียร่วมกบัไลติกเฟจประมาณ 106 PFU เมื่อตรวจหา
ปริมาณไบโอฟิล์มที่เวลา 4, 8 และ 24 ชัว่โมง โดยการย้อมด้วย 0.1% crystal violet และวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 
590 นาโนเมตร พบว่าปริมาณไบโอฟิล์มของกลุ่มควบคุม P. aeruginosa TISTR1287 (PA) ที่ไม่มีไลติกเฟจเข้าไปอาศัย               
มีค่าสูงสุดที่เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณไบโอฟิล์มจากกลุ่มทดลอง ซึ่งเลีย้งแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 ร่วมกับ                
ไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.00) 
 การเปรียบเทียบปริมาณไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa TISTR1287 ที่เกิดขึน้ที่เวลา 4 ชัว่โมง ปริมาณไบโอฟิล์มของ
กลุ่มควบคุม PA ไม่แตกต่างจากกลุ่มทดลองที่เลีย้งแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 ร่วมกับเฟจไอโซเลต PAMFUP1 
และ PAMFUP4 (Figure 3) แต่ปริมาณไบโอฟิล์มของกลุ่มควบคุมมีมากกว่ากลุ่มทดลองที่เลีย้งแบคทีเรีย P. aeruginosa 
TISTR1287 ร่วมกบัเฟจไอโซเลต PAMFUP2 และ PAMFUP3 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.00) (Figure  3)  

การเปรียบเทียบปริมาณไบโอฟิล์มที่เกิดขึน้ที่เวลา 8 ชั่วโมง ปริมาณไบโอฟิล์มของกลุ่มควบคุม (PA) มีค่าสงูกว่า
ปริมาณไบโอฟิล์มของกลุม่ที่เลีย้งแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 ร่วมกบัไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.00) ซึง่แสดงให้เห็นวา่เฟจทัง้ 4 ไอโซเลตสามารถยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มได้ชดัเจนตัง้แตช่ัว่โมงที่ 8 เป็นต้นไป 

การเปรียบเทียบปริมาณไบโอฟิล์มที่เกิดขึน้ที่เวลา 24 ชั่วโมง ให้ผลการทดสอบไปในทิศทางเดียวกนักบัการยบัยัง้            
ไบโอฟิล์มที่ 8 ชัว่โมง โดยปริมาณไบโอฟิล์มของกลุม่ควบคมุ มีค่าสงูกว่าปริมาณไบโอฟิล์มของกลุม่ทดลองที่เลีย้งแบคทีเรีย      
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P.  aeruginosa TISTR1287 ร่วมกับไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.00) และไลติกเฟจที่มี
ประสิทธิภาพการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มดีที่สดุ ได้แก่ ไลติกเฟจไอโซเลต PAMFUP2 และ PAMFUP3 ซึ่งเป็นไลติกเฟจที่              
คดัแยกได้จากตวัอยา่งดินทัง้ 2 ไอโซเลต (Figure 3) 

 
    Figure 2  Transmitted Electron Microscope (TEM) showing of the four lytic phage isolates: PAMFUP1(a),  
                    PAMFUP2(b), PAMFUP3 (c), and PAMFUP4 (d). (scale bar = 100 nm).  
 

ลกัษณะไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa TISTR1287 ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด  
จากการจ าลองการสร้างไบโอฟิล์มในหลอดทดลองโดยเลีย้งแบคทีเรียบนกระจกสไลด์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ เมื่อ

เลีย้งแบคทีเรียร่วมกับไลติกเฟจ ทัง้ 4 ไอโซเลต เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไบโอฟิล์มของแบคทีเรียเมื่อเลีย้งร่วมกับไลติกเฟจ                
จะมีลกัษณะไบโอฟิล์มที่ไม่สมบรูณ์และเซลล์แบคทีเรียที่ถกูท าลาย (Figure 4) จากผลการศึกษาลกัษณะไบโอฟิล์มภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด แสดงให้เห็นว่าไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต สามารถยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของ               
P. aeruginosa TISTR1287 ได้และการเลีย้งไลติกเฟจร่วมกบัแบคทีเรียมีประสทิธิภาพในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม  
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   Figure 3  Crystal violet staining of the biofilm showing the biofilm inhibiting comparison between the four  
                   lytic phage (Tukey’s test, p=0.05). 
 

 
Figure 4  Scanning electron microscopy (SEM) of P. aeruginosa TISTR1287 biofilm surfaces; Control or P. aeruginosa  
               TISTR1287 (a),   P. aeruginosa TISTR1287 + PAMFUP1 (b), P. aeruginosa TISTR1287 + PAMFUP2 (c),  
               P. aeruginosa TISTR1287 + PAMFUP3 (d), and P. aeruginosa TISTR1287 + PAMFUP4 (e). (scale bar = 10 nm) 
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วิจารณ์ผลการวิจัย   
การคดัแยกไลติกเฟจที่สามารถบกุรุก P. aeruginosa TISTR1287 จากตวัอย่างดินและน า้ในพืน้ที่มหาวิทยาลยัแม่

ฟ้าหลวง จงัหวดัเชียงราย พบไลติกเฟจ จ านวน 4 ไอโซเลต ที่สามารถเข้าท าลายแบคทีเรีย P. aeruginosa TISTR1287 และ
ท าให้เกิดวงใสที่มีเส้นผ่านศนูย์กลางแตกต่างกนั ไลติกเฟจที่ท าให้เกิดวงใสเล็กกว่า 1 มิลลิเมตร ได้แก่ ไลติกเฟจ PAMFUP1 
(0.80 ± 0.15 มิลลิเมตร), PAMFUP2 (0.77 ± 0.18 มิลลิเมตร) และ PAMFUP3 (0.98 ± 0.13 มิลลิเมตร) และไลติกเฟจ 
PAMFUP4 ท าให้เกิดวงใสขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3.90 ± 0.44 มิลลิเมตร ขนาดของวงใสของไลติกเฟจ PAMFUP1, 
PAMFUP2 และPAMFUP3 เลก็กวา่วงใสของไลติกเฟจ MA-1 ที่สามารถท าลาย P. aeruginosa-2949 และไลติกเฟจ DRL-P1 
ที่สามารถท าลาย multi drug resistant (MDR) P. aeruginosa ไลติกเฟจทัง้สองสามารถท าให้เกิดวงใสขนาด 1.5 ถึง 3.0 
มิลลิเมตร (Adnan et al., 2020; Sharma et al., 2021) ตามล าดบั สว่นไลติกเฟจ PAMFUP4 มีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของ
วงใสคอ่นข้างใหญ่และมองเห็นได้ชดัเจน  

การศกึษารูปร่างของไลติกเฟจด้วยกล้อง TEM พบวา่ไลติกเฟจ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 
มีรูปร่างคล้ายกนั โดยไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต สว่นหวัมีลกัษณะสมมาตรแบบลกูบาศก์และสว่นหางยืดและหดได้ ไลติกเฟจทัง้ 
4 ไอโซเลต มีรูปร่างสอดคล้องคล้องกบัรายงานการแยกไลติกเฟจจากธรรมชาติที่สามารถท าลาย P. aeruginosa เช่น การคดั
แยกไลติกเฟจ MA-1 จากน า้ตัวอย่าง (Adnan et al., 2020) ไลติกเฟจ DRL-P1 ที่แยกจากน า้เสีย (Sharma et al., 2021)               
ไลติกเฟจ PA5oct และ KT28 แยกจากตัวอย่างน า้จากโรงผลิตน า้ใช้ของเทศบาล (Olszak et al., 2015) และไลติกเฟจ 
vB_PaeM_LS1 แยกจากน า้เสียของโรงพยาบาล (Yuan et al., 2019) รูปร่างของไลติกเฟจ MA-1 ประกอบด้วยสว่นหวักว้าง
ประมาณ 63 นาโนเมตร ยาว 52 นาโนเมตร ส่วนหางที่สามารถยืดหดได้ยาว 130 นาโนเมตร กว้าง 12 นาโนเมตร จัดอยู่ใน 
family Myoviridae (Adnan et al., 2020) เช่นเดียวกันกับไลติกเฟจ DRL-P1 ประกอบด้วยส่วนหัวเส้นผ่านศูนย์กลาง  69              
นาโนเมตร ยาว 93 นาโนเมตร ส่วนหางยาว 95 นาโนเมตร กว้าง 17 นาโนเมตร (Sharma et al., 2021) ไลติกเฟจ PA5oct 
และ KT28 จากตวัอย่างน า้ รูปร่างไลติกเฟจทัง้สองจัดอยู่ใน family Myoviridae ไลติกเฟจ PA5oct มีส่วนหวัสมมาตรแบบ
ลกูบาศก์เส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 131 นาโนเมตร และสว่นหางเมื่อหดตวัยาว 136 นาโนเมตร ไลติกเฟจ KT28 มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางส่วนหัวประมาณ 70 นาโนเมตร (Olszak et al., 2015) ไลติกเฟจ vB_PaeM_LS1 แยกจากตัวอย่างน า้เสียของ
โรงพยาบาล ประกอบด้วยสว่นหวัสมมาตรแบบลกูบาศก์เส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 70 นาโนเมตร สว่นหางเมื่อหดตวัยาว 
120 นาโนเมตร จัดอยู่ใน family Myoviridae (Yuan et al., 2019)  จากรูปร่างของไลติกเฟจที่คัดแยกมาจากธรรมชาติ 
PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 ในการศกึษาครัง้นีท้ี่ประกอบด้วยสว่นหวัสมมาตรแบบลกูบาศก์และสว่น
หางยืดและหดได้ที่มี basal plate สามารถจดัไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต อยูใ่น family Myoviridae 

การทดสอบการเข้าบุกรุกแบคทีเรียแบบจ าเพาะเจาะจงของไลติกเฟจสามารถท าได้ด้วยวิธี spot test จากการ
ทดสอบไลติกเฟจ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 พบความจ าเพาะในการเข้าท าลายตอ่ P. aeruginosa 
TISTR1287 ซึ่งใช้เป็นแบคทีเรียเจ้าบ้านในการคัดแยกไลติกเฟจจากธรรมชาติ ไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลตไม่เข้าท าลาย                
P. aeruginosa ไอโซเลตอื่นที่ท าการศึกษา ยกเว้นไอโซเลต PAMFUP1 สามารถท าลาย P. aeruginosa ได้ทัง้สายพันธุ์  
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TISTR1287 และ TISTR1101 ตัวอย่างเฟจที่มีความจ าเพาะต่อ P. aeruginosa เช่น DRL-P1 (Sharma et al., 2021), 
vB_PaeM_LS1 (Yuan et al. , 2019) , phiIBB-PACL22 และ phiIBB-PACL211 (Pires et al. , 2011)  แสดงให้เห็นว่า                   
ไลติกเฟจที่แยกได้จากงานวิจัยนีม้ีความจ าเพาะต่อสายพันธุ์ของ P. aeruginosa TISTR1287 อย่างไรก็ตามในปัจจุบัน                   
การน าเฟจไปใช้ในทางการแพทย์หรือใช้ในการรักษาอาการดือ้ยาสว่นใหญ่นิยมใช้เฟจบกุรุกแบคทีเรียได้หลายสายพนัธุ์ (Yuan 
et al., 2019) ซึ่งสอดคล้องกับอาการติดเชือ้ของผู้ ป่วยที่มกัเกิดจากแบคทีเรียมากกว่าหนึ่งสายพนัธุ์  (Bessa et al., 2013; 
Nobel et al., 2022) ดงันัน้ การคดัเลือกเฟจไอโซเลตที่มีความสามารถในการบุกรุกแบคทีเรียสายพนัธุ์อื่นจึงเป็นสิ่งจ าเป็น                  
(Liu et al., 2020) 

P. aeruginosa ในธรรมชาติสว่นใหญ่ด ารงชีวิตอยูโ่ดยสร้างไบโอฟิล์ม (Bjarnsholt et al., 2013) การก าจดัแบคทีเรีย
ที่อยู่ภายใต้ไบโอฟิล์มด้วยยาปฏิชีวนะต้องใช้ปริมาณยาสงูขึน้  และหนึ่งในสาเหตุของการติดเชือ้เรือ้รังที่เกิดจากแบคทีเรีย             
ก่อโรคที่สร้างไบโอฟิล์ม (Chegini et al. 2020) การก าจดัไบโอฟิล์มจึงมีบทบาทส าคญัในการก าจัดแบคทีเรีย ซึ่งในปัจจุบนั               
ยังไม่มียาป้องกันหรือก าจัดไบโอฟิล์ม (Bjarnsholt et al., 2013) ไลติกเฟจเป็นชีววัตถุที่สามารถควบคุมไบโอฟิล์มของ
แบคทีเรียได้ จากผลการทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa TISTR1287 พบวา่ กลุม่ควบคมุ (ไมม่ีเฟจ) มีการสร้าง                  
ไบโอฟิล์มอย่างต่อเนื่อง โดยไบโอฟิล์มสงูสดุเมื่อเลีย้งแบคทีเรียเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (Figure 3) ปริมาณการสร้างไบโอฟิล์ม
ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในกลุม่ทดลองทัง้ 4 กลุม่ เมื่อเปรียบเทียบปริมาณไบโอฟิล์มที่เกิดขึน้ในชัว่โมงที่ 8 พบวา่ กลุม่
ทดลอง PAMFUP2 สามารถยบัยัง้การเกิดไบโอฟิล์มได้สงูสดุ ที่ 63% รองลงมาได้แก่ PAMFUP1 (55%), PAMFUP3 (51%) 
และ PAMFUP4 (37%) ตามล าดับ และปริมาณไบโอฟิล์มในชั่วโมงที่ 24 พบว่า กลุ่มทดลอง PAMFUP2 และ PAMFUP3 
สามารถยบัยัง้การเกิดไบโอฟิล์มได้ใกล้เคียงกันที่ 57% และ 54% และกลุ่มทดลอง PAMFUP1 ยบัยัง้การเกิดไบโอฟิล์มได้ที่ 
45% และ PAMFUP4 ยับยัง้การเกิดไบโอฟิล์มได้ที่  36% ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าการทดลองเลีย้ง P. aeruginosa 
TISTR1287 ร่วมกบัไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต สามารถยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa TISTR1287 ได้  
 
สรุปผลการวิจัย   

การคัดแยกไลติกเฟจจากธรรมชาติและทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง้การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย                 
P. aeruginosa TISTR1287 พบไลติกเฟจจ านวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 
การศึกษารูปร่างภายใต้กล้อง TEM พบว่าไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต ประกอบด้วยสว่นหวัสมมาตรแบบลกูบาศก์และสว่นหางที่
ยืดหดได้ จดัอยูใ่น family Myoviridae และเมื่อเลีย้งไลติกเฟจทัง้ 4 ไอโซเลต ร่วมกบัแบคทีเรียเป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถลด
การสร้างไบโอฟิล์มได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ไลติกเฟจจึงเป็นชีววตัถุที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมจ านวนแบคทีเรีย                 
P. aeruginosa TISTR1287 และยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์มได้ ไลติกเฟจ PAMFUP1, PAMFUP2, PAMFUP3 และ PAMFUP4 
มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ P. aeruginosa TISTR1287 อย่างไรก็ตามเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัยัง้การสร้างไบโอฟิล์ม              
ตอ่แบคทีเรียกลุม่อื่น จึงจ าเป็นต้องทดสอบความสามารถในการบกุรุกแบคทีเรียกลุ่มอื่นในอนาคต 
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